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論文内容要旨
 超急性拒絶反応の点から,血流を伴わないブタ膵ラ島のヒトヘの異種移植の臨床応用が最も現
 実的と考えられている。ブターヒト間の異種移植の際の超急性拒絶反応において,ヒト自然抗体
 の標的となる主要な抗原はGalactoseα(1,3)Galactose鎖(αGa1抗原)であるとされている
 が,ブタ膵ラ島におけるこのαGal抗原の発現に関しての詳細な報告は少ない。本研究ではヒト
 血清より精製した抗αGal抗体を用いてブタ膵を免疫染色し,ブタ膵ラ島におけるαGa1抗原の
 発現の有無を検討する。
 レシピエントとなるヒト血中の自然抗体についても,血液型AB,B型のヒトの細胞膜表面に
 発現しているB型抗原はαGal抗原と共通の構造を有しており,AB型,B型のヒト血中には抗
 αGa1抗体が少ない可能性がある。A型抗原,B型抗原の発現の有無,あるいは血液型間で血清
 中の抗αGa1抗体量に差があるとすれば,異種移植に適しているあるいは適していない血液型が
 あることになる。このことを明らかにするためにαGal抗原に対する血中の抗体量を血液型のグ
 ループに分け比較検討する。
 まず,抗αGa1抗体をヒト血清中より分離精製するためのアフィニティクロマトグラフィカラ
 ムの作成を行った。ブタサイログロブリンをリガンドとして使用し,これをCNBr-activated
 Sepharose4Bにカップリングし,アフィニティカラムを作成した。次にこのカラムを使用して
 ヒト血清より抗体の精製を行った。精製した抗体が,Galα(1,3)Ga1鎖を末端残基とする糖鎖
 を多数持つブタサイログロブリンおよびマウスラミニンに対する抗体であることをFLISA法を
 用いて確認した。さらに精製した抗体がαGa1鎖に対する特異的な抗体であることを確認するた
 めに,マウスラミニンをαガラクトシダーゼおよびβガラクトシダーゼで処理した後に,これを
 抗原とし精製した抗体との反応をELISA法によって確認した。この結果,αガラクトシダーゼ
 によって抗原を処理した際にはこの抗体との反応は見られず,これらのことから,精製した抗体
 はαGal鎖に対する特異的な抗体であることが確認された。
 このアフィニティカラムによって精製されたヒト抗αGa1抗体を用いて成熟ブタ膵凍結切片の
 免疫染色を行ったところ,ラ島は染色されず,成熟ブタラ島にはαGa1抗原が発現していないと
 いう結論を得た。しかしながら,抗体を除去していないヒト血清を用いた際にはブタ膵ラ島が染
 色され,ヒト血清中に成熟ブタ膵ラ島に対する抗αGal抗体以外の抗体の存在が明らかとなり,
 この抗体の標的となる抗原の存在が示唆された。ブタ膵ラ島移植の実現に向けてはαGal抗原以
 外の抗原およびヒト血中のこれに対する抗体に関するさらなる研究が必要と思われる。
 次に,ELISA法によりヒト血清中のαGal抗原に反応するIgG,IgM抗体量の血液型別,B型
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 抗原の発現の有無による違いを検討したが,血液型ではAB型で抗体量が若干低い傾向を認めた
 が,各血液型間に有意な差を認めなかった。また,B型抗原を発現しているAB,B型のグルー
 プと発現していないグループに分けて抗体量を比較した結果はAB,B型のグループで低い傾向
 を認めたが有意差はなかった。このことからB型抗原の恒常的な存在によりAB,B型のグルー
 プで抗αGa1抗体の産生が抑制されている可能性は考えられるが有意な差はなく,異種移植を行
 なう際にレシピエントの血液型を考慮する必要はないと思われた。
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 審査結果の要旨
 ブタからヒトヘの異種移植の際,ブタ細胞表面に発現しているガラクトースα(1,3)ガラク
 トース鎖(αGa1抗原)と,これに対するヒト血中の自然抗体,および補体の働きによりおこる
 超急性拒絶反応が現在でも最大の問題となっている。αGal抗原は主にブタの血管内皮に存在す
 るため,血行再建を伴わないブタ膵ラ島のヒトヘの移植の臨床応用が最も現実的と考えられてい
 るが,ブタ膵ラ島におけるαGal抗原の発現に関し結論が得られていない。本研究ではヒト血清
 より精製した抗αGa1抗体を用いてブタ膵を免疫染色し,ブタ膵ラ島におけるαGal抗原の発現
 の有無に関し検討している。また,レシピエントとなるヒトの細胞膜表面に発現しているA型,
 B型抗原とαGal抗原の共通の構造に注目し,血液型による抗αGa1抗体量を比較検討している。
 まず,ブタサイログロブリンをリガンドとしたアフィニティクロマトグラフィカラムの作成を
 行い,このカラムを使用してヒト血清より抗体の精製を行っている。次いで,精製した抗体が,
 Galα(1,3)Ca1鎖を末端残基とする糖鎖を多数持つブタサイログロブリンおよびマウスラミニ
 ンに対する抗体であることをELISA法を用いて確認している。さらに抗原であるマウスラミニ
 ンをガラクトシダーゼで処理し,精製した抗体との反応をELISA法を用いて検討し,精製した
 抗体がαGa1鎖末端に対する特異的な抗体であることを確認している。次いで,精製されたヒト
 抗αGa1抗体を用いてブタ膵凍結切片のPAP法,ABC法による免疫染色を行ない,ブタ膵ラ島
 にはαGal抗原が発現していないという結論を得ている。しかしながら,抗体を除去していない
 ヒト血清を用いた際にはブタ膵ラ島が染色され,ヒト血清中のブタ膵ラ島に対する抗αGal抗体
 以外の抗体の存在と,この抗体の標的となる抗原の存在を明らかにしている。
 次に,ヒト血清中のαGa1抗原に反応するIgG,正gM抗体量の血液型別,B型抗原の発現の有
 無による違いを検討しているが,各血液型間でも,B型抗原を発現しているグループと発現して
 いないグループに分けて抗体量を比較した結果でも有意差を認めていない。この結果,異種移植
 を行なう際にレシピエントの血液型を考慮する必要はないという結論を導いている。
 本研究は,世界で初めてヒト血清より精製した抗αGa1抗体を用いて免疫染色を行い,ブタ膵
 ラ島上にαGa1抗原は発現していないという結論を得ている。また,ブタ膵ラ島上のαGa1抗原
 以外の抗原の存在を明らかにしている。また,血液型によってヒト血清中の抗αGal抗体の抗体
 量の違いはないという結果は,異種移植の際に,レシピエントの血液型を考慮する必要はないこ
 とを明らかにしている。本研究で得られた知見はブタからヒトヘの異種移植の実現に向けての一
 助となるものであり,十分に学位に値する。
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